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黑 斑 双 鳍 电 包 (Narcine maculata) 
电器 官 ACh 受 体 的 分 离 、 纯 化 
及 其 某 些 特 性 的 研究 
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我 们 用 超速 离心 、 非 离子 去 白 剂 Tritonx 一 100 增 溶 提 取 、 亲 和 层 析 等 方法 
KES a Ey Boe WA CNarcine maculata) 的 电器 官 分 离 、 纯 化 了 
ACh REH, RHRHAKRE PEERS HREM XE 《cobro- 
toxin) 的 结合 位 点 可 达到 一 3 nmol, 纯化 后 的 受 体 和 蛋白 ,与 眼镜 蛇 神 经 毒素 结 
合 的 比 活力 约 10 一 12 nmol/mg RA, LAE h BSDS-R p Mt HR Bk E 
现 两 个 主要 条 带 , 其 表 观 分 子 量 分 别 为 38,000 和 53,000。ACh FAS 标记 的 
眼镜 蛇 神 经 毒素 结 仓 的 复合 物 在 1% Triton 区 一 100 存 在 下 用 凝 胶 过 滤 法 测 其 表 
观 分 子 量 约 390,000。 等 电 聚 焦 测 得 该 复合 物 的 等 电 点 约 5.6 一 5,7。 根 据 超 离 心 
分 析 ， 纯 化 的 受 体 蛋 白 的 沉降 系 数 为 9 S。 


BETS ei RL Re CRRA MACHR) 是 首先 被 分 离 、 纯 化 的 一 种 受 
体 蛋 白 。1963 年 ,我 国人 台湾 学 者 发 现 了 某 些 蛇 神经 毒素 可 与 这 种 受 体 特异 结合 (Chang， 
st al., 1963), RRACMAMREMAH. 2H. MiLASERETAAMIR. + 
十 年 代 初 以 来 ， 国 外 一 些 实验 室 运 用 去 垢 剂 提取 、 亲 和 层 析 、 超 离心 等 方法 从 不 同 来 源 
得 到 了 高 纯度 的 乙酰胆碱 爱 体 蛋白 。 在 这 个 基础 上 ， 这 种 受 体 的 分 子 结构 受 其 生理 作用 
分 子 机 制 方面 的 研究 也 有 了 一 定 的 进展 。 

了 肌肉 纤维 神经 肌肉 接头 上 的 ACh 受 体 含量 甚 低 ， 难 以 获得 足够 的 纯 品 进行 研究 。 电 
88 (Electrophorus) ums (Torpedo) 的 电器 官 却 含有 极 丰 富 的 ACh 受 体 ， 因 此 是 提取 
nAChR 的 好 材料 。 

我 们 从 产 于 我 国 南 海 的 黑 斑 双 睛 电 钱 (Narcine maculata) 的 电器 官 分 离 , 纯 化 了 ACh 
O 张 新 妹 同志 和 承 视 了 本 实验 的 许多 技术 工作 ， 在 此 并 致谢 党 . 

A x19834g 1 日 34 收 到 。 
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受 体 蛋 白 ， 并 对 它 的 革 些 分 子 特性 作 了 初步 测定 。 


一 .材料 


南 中 国 海 捕 碑 的 娃 斑 双 鳍 电 钱 〔〈Narcine maculata) 由 光 轮 冷藏 运 港 。 在 现场 立即 
剖 取 电器 官 ， 再 冷冻 保藏 备用 。 

"4EBR aE (Naja naja atra) 粗 毒 由 上 海 市 花木 公司 动物 采购 供应 站 提供 。 

本 实验 中 使 用 的 Nal2I (ARE) 系 中 国 科学 院 原 子 能 所 产品 。 后 血清 白 蛋 光 
(BSA) 系 西 德 Sevag Am AEREAS (PMSF) E. Merck 公司 产品 。 去 折 剂 
Triton X—100%Carl Roth 公 司 和 Rohm 一 Maas 公 司 产 品 。 氮 甲 酰 胆 碱 和 溴 北 六 甲 答 是 
Sigma 公 司 产品 .SP-Sephadex C—25, Sephadex G15, Sephadex G50, Sephadex G75, Se- 
pharose 6B 及 CNBr 活化 的 Sepharose 4B RH Pharmacia 公 司 产品 。Diaflo 超 滤 膜 
PM30 是 美国 Amicon 公 司 产 品 。 玻 璃 纤维 滤 腊 GF/A 是 英国 Whatman 公 司 产 品 。S3DS- 到 
丙烯 醚 胺 府 胶 电泳 测 分 子 量 所 用 的 标准 蛋白 是 西 德 Boehringer Mannhein 公司 产品 。 
Sepharose 6B 凝 胶 过 滤 测 分 子 量 所 用 的 标准 蛋白 是 西 德 Serva 公司 产品 。 等 电 聚 焦 测 等 
电 点 用 的 标准 蛋白 是 Pharmacia 公司 产品 ， 两 性 电解 质 载体 (Pharmalyte pH3—10) Jk 
该 公司 产 。 
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1. 了 眼镜 蛇 (Naja naja atra) 神经 毒素 《cobrotoxin》 的 分 离 、 纯 化 〈 根 据 本 实验 室 
未 发 表 的 方法 》 ， 

眼镜 蛇 粗 毒 深 于 0.05M，pH6.5 ARARE, AORERE, E SP-Sephadex 
C-25 柱 (2.7 x 80cm, B0.05M, PHE SWRPA TARRA ， 先 用 上 述 缓冲 液 洗 
洗 ， 然 后 用 该 组 种 波 配 制 的 0 一 0.6M NaCl 梯度 洗 脱 液 ， 进行 直线 梯度 洗 脱 。 收集 各 
洗 脱 峰 ， 分 别 作 毒性 试验 ， 留 取 毒性 洗 脱 蜂 。 经 Sephadex G50 凝 胶 过 滤 进 一 步 纯化 ， 
Sephadex G15 脱 盐 。 分 装 ， 冻 干 保存 备用 。 这 样 得 到 的 毒素 制品 经 Sephadex G50 (4) 
凝 胶 过 滤 ， 呈 现 单一 峰 。 经 SDS- 聚 丙烯 栈 胺 疑 胶 电 泳 监 定 , 亦 呈 单一 条 带 。 我 们 做 了 小 
鸡 颈 二 腹 肌 神经 肌肉 阻 断 试验 ， 确 证 其 为 突 触 后 神经 毒素 。 

2。[12I]- 了 眼镜 蛇 神 经 毒素 的 制备 ， 

我 们 采用 Hunter 和 Greenwood (1962) 提出 的 氧 胺 了 法 制备 同位 素 左 标记 眼镜蛇 神 
经 毒素 。 反 应 在 磷酸 钠 组 冲 液 中 进行 ， 总 体积 150 一 200kl。 含 配 镜 蛇 神 经 毒素 100 一 500 
ug, Nats] 0.5—2mCi, JA KU T —250ugfa I HZ 3 分 钟 。 立 即 以 1 mg 偏 亚硫酸钠 终 
止 反应 ， 并 加 入 载体 kI。 反 应 液 上 Sephadex G15 柱 分 离 “标记 神经 毒素 和 游离 1。 
125] 标 记 的 眼镜 蛇 神经 毒素 的 比 放 射 活性 约 为 5 一 15miC/mg 神 经 毒素 蛋白 。 

3. 电 钱 电 器 官 ACh 受 体 的 分 离 、 提 取 ， 

我 们 主要 参照 了 Changeux 等 (1980) 和 Froehner 等 〈1979) MAK, BME ek 
进行 电器 官 受 体 的 分 离 ， 纯 化 。 主 要 步骤 见 表 I。 
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AI, 电器 官 ACh 受 体 的 分 离 纯 化 步 又 
电器 官 组 织 洒 菜 
| 2000 x g Biss. 


y i 
EX jÓ& Gi) 沉淀 转 块 OP 
eee Ts 
2000x E, log 





SESA 
并 后 纱布 
xi : i 
LARG) 沉淀 团 块 (P,) 痉 去 
—! it RE ik (Gu) 
| 40000 x Eg, lH 


Sud LRGs) Fret 
即 粗 膜 制 剂 
| gpTritonX 一 100 提 取 1.5 小 时 
190000 x E Ad it 3929027 5t 
mov "T 
Triton X —1004€ Ri 
EAR M xo d 16 dede 4 65 Sepharose4 B 
Re Zt, Gk, MO.1IMA PRE 
A Fy PRR LAKE A 
| itt, anoo 
纯化 的 受 体 溶液 


取 100g 冷 冻 电 器 官 ， 化 冻 后 在 100ml 缓 冲 液 A 中 匀 装 (缓冲 液 A 即 10m M. Tris-HCI, 
pH7 .4 缓冲 液 ， 含 0.1mAf PMSF), 慢 速 三 次 ， 每 次 30 秒 。 钙 浆 以 2000 x E 的 转速 离心 
15 分 钟 《 东 德 氏 70 SRBC, KPT), EX (OO RB. DER (POE 
100ml 组 种 液 & 匀 浆 ，30 秘 二 次 。 第 二 次 匀 奖 液 同上 条 件 再 离心 15 分 钟 。 弃 去 沉淀 部 份 
(P,) ， 第 二 次 离心 的 上 悬 波 (5) 与 5, 合并 ， 经 三 层 纱 市 过 滤 。 HARA 230ml 
(512), 

H S 1238740000 x E 离心 1 小 时 《MSE50 超 速 离心 机 )。 弃 去 上 清 液 Ss). Wik 
Me <P》 即 细胞 膜 碎片 的 粗 制 品 。 取 上 述 粗 膜 制品 约 om mia RAHA RS o 
散 。 并 在 磁力 找 拌 下 滴 加 以 缓冲 澈 A 配制 的 0%(CY / v ) Triton X 一 100， 使 Triton X— 
100 最 终 浓度 为 1 % CY / v ) 。 去 垢 剂 增 深 提取 液 的 最 终 体积 约 27ml。 在 室温 下 ， 磁 力 
捞 拌 提取 1,5 一 2 小 时 。 然 后 超速 离心 ， 转 速 55000rpm (~190000x 8) ， 离 心 和 0 分 种 
(日 立 85P 超速 离心 机 ，RP65T 转 子 )。 吸 取 上 清 液 的 22.5ml。 此 即 ACh 受 体 的 Triton 
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X —10048 RR, 

4. KAE EER RE M ER E C BK B Se pharose4 B, 

TER, Axén*t (1967) 的 方法 将 眼镜 蛇 神 经 毒素 偶 联 于 59epharose 4B, ARR YS 
大 约 0.25mg 眼 锁 蛇 神经 毒素 偶 联 。 侦 联 后 的 凝 胶 最 后 用 缓冲 波 4 洗涤、 平衡 。 

5, 亲 和 层 析 法 纯化 受 体 蛋白 ， 

取 ACh 受 体 的 Triton 义 一 100 提 取 液 14ml 与 10ml 有 眼镜 蛇 神 经 毒素 侦 联 的 Sepharose 
4 B 在 室温 下 温和 搅拌 3 一 4 小时。 以 后 操作 在 4°C 下 进行 。 将 反应 其 浮 液 移入 玻璃 烧 
See, MEER, MTA PARRA: 

(12 20mlZE UK A, S 196TritonX —100, WRR B, 

(2) 40ml 以 缓冲 液 B 配 制 的 144 NaCl, 

(3) 30ml 以 缓冲 液 A 配 制 的 0.1% Triton X—100, FRBMHWC, 

然后 加 入 7ml 以 缓冲 液 C 配 制 的 0.1M 谢 化 六 四 镶 ， 洗 下 余 慷 在 凝 胶 中 的 洗涤 液 。 再 
UREN ELA HS 25ml 0.1M EA RK, MPEG AY, WARE, 得 到 纯化 
MACHZAR AHR, IMA PRB GR UIMARA (carbachol) HM, 
效果 相当 。 受 体 蛋 白 溶 液 对 组 冲 液 C 透析 ， 以 除去 溶液 中 的 六 甲 尽 。 透 析 波 至少 换 四 
次 ， 每 次 500m]， 磅 力 搅拌 透析 四 小 时 。 透 本 后 溶液 用 Diaflo 超 滤 膜 PEM30 超 滤波 缩 。 或 
WAT RA MRK, WHR 2 ml， 再 对 缓冲 液 C 透 析 。 以 便 进 行 蛋 卢 浓 度 、 活 力 及 
其 它 测定 。 

本 文 蛋 白 浓度 测定 都 采用 Lowry 等 的 方法 〈1951) 。 用 和 牛 血清 白 蛋 白 定 标 准 曲 线 。 
含有 Triton X 一 100 的 样品 ， 在 比 色 前 滤 去 沉淀 ， 标 准 样品 亦 加 等 量 Triton X —100, 

6，ACh 受 体 的 检测 方法 ， 

C1) PBR WH, BR Stephenson (1981) 的 方法 , 并 适当 加 以 修改 。 含 ACh 受 
体 的 膜 碎片 或 Triton X 一 100 抽 提 流 与 CD) 眼 镇 蛇 神 经 毒素 在 室温 下 反应 一 小 时 后 ， 
加 专 反 应 体积 的 饱和 CNH ;5O, RS OD 眼镜 蛇 神 经 毒素 复合 物 。 然后 
用 GF/A 玻璃 纤维 滤 膜 过 滤 ， 以 30% (NH,).SO, 溶液 洗 兴 之 。 测 定 膜 上 沉淀 的 放射 活 
性 ， 计 算 受 体 活 力 。 测 定 高 纯度 受 体 试 样 要 外 加 “辅助 蛋白 ”。 我 们 用 牛 血 清白 蛋白 作 
为 辅助 蛋白 。 空 白 对 照 组 中 含 200 俯 未 标记 眼镜蛇 神经 毒素 ， 以 测定 非特 异性 结合 。 

(2) SephadexG75 微型 柱 层 析 法 〈 根 据 本 实验 室 未 发 表 的 方法 ) ; 反应 混和 液 上 
Sephadex G75 微 型 柱 {0.4x 35cm), Al0mM Tris-HCl, 0.1%Triton X—100(pH7.4) 
缓冲 液 进行 洗 脱 。 同 样 可 以 有 效 地 分 离 复合 物 和 未 结合 的 标记 神经 毒素 。 测 定 高 纯度 受 
体制 品 活力 也 要 外 加 “辅助 蛋白 ”。 

7. ACh HAE  ASDS— R Py f ERE AE ie E E P V 

RP HE BERE EPR BED 5 %。 电 泳 在 含 0,1%S5DS 的 0.1M ARRAMA (pHT7.2) 
中 进行 。 测 定 分 子 量 用 的 标准 蛋白 系 大 豆 胰 蛋 和 白 酶 抑制 剂 (TD, 221,500; 牛 血 
清白 蛋白 CBSA)68, 000; KBIFMRNARAB (Core enzyme) fy o —323539,000, P- 
亚 基 155.000， 87- 亚 基 165,000。 电 泳 拌 品 组 冲 波 是 含 0.2%SPSs 的 0.01M (nH7.2) RE 
酸 销 缓冲 液 。 样 品 电 泳 前 在 3 外 芒 基 乙醇 存在 下 进行 905C 加 热 3 分 钟 的 预 处 理 。 

8. Sepharo:e 6 B BER WAC 555 — CD 眼镜 蛇 神 经 毒素 复合 物 分子 量 ， 
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BR 10 wlohe B] DRE ERE. MAER UOI 标记 的 眼镜 蛇 神 经 毒素 ,反应 在 含 0.1% 
Triton X —100 的 10mM Tris-HCl (pH7.4) 缓冲 液 中 进行 ， 总 体积 200n1，。 反 应 进行 一 
小 时 后 ， 加 入 50p1 (200ug) 牛 血清 白 蛋 白 。 上 Sephadex G75 HERE, 分 离 出 受 体 
一 [ID 眼镜 蛇 神 经 毒素 复合 物 作 分 子 量 测 定之 用 。 分 子 量 测定 用 的 标准 蛋白 系 铁 蛋 提 

(Ferritin) 分 子 量 364,000, 后 血 清白 蛋白 (BSA) 67,000; MAHA (Myoglobin) 

17,800。 样 品 上 Sepharose 6B 柱 (2 x60cm), fA 0.05M Tris-HCl (pH7.5), 0.1M 
NaCl，1 %TritonX—100, 0.01% Merthiolate 进行 洗 脱 。 RWWA HHA ies aT a H 
+e, HRA, BHKAS40Oom, PARA, 410um, HABA A Lowry 法 测 和 蛋白 浓 
BE, MESSRS M ER ECL PE TE. 

9. AChR A—(*]] 眼镜 蛇 神经 毒素 复合 物 的 等 电 点 D WE: 

取 2041 AChS A Triton X—100R RR, MAB Dog t aie HER, MZ 
应 一 小 时 后 上 Sephadex G75 微型 层 析 柱 。 几 含 0.1%Triton X —100 的 10mM Tris-HCl 

(pH7.4) 缓冲 液 洗 脱 ,收集 六 一 个 含有 受 体 一 C531] RB HERE TRES OK EIL C DI 
放射 活性 峰 ， 作 为 电泳 样品 。 

等 电 聚 焦 在 10 x 20cm (Himm) fr PLA SECO EE ER Lb T. BERRE S 90. Mi 
性 电解 质 载 体 〈Pharnmalytc) pH 范围 3 一 10， 使 用 时 稀释 16 倍 。 电 泳 电源 是 Pharmacia 
ECPS 30007150， 最 大 电压 3000V， 最 大 功率 50W。 电 泳 时 间 70 分 钟 。 等 电 点 测定 用 标 
#75 4 BURR Ctrypsinogen) pl—9.30; 小 扁豆 凝集 素 lentil lectin) =H pI 一 
8.65, 8.45, 8.15; BARA (myoglobin) =i} pl—7.35, 6.85, A W M Bt MB 

(carbonic anhydrase B) pl—6.55; 后 碳酸 本 酶 B pI 一 5,85; P-A REKA CB- 

lactoglobulin A) pl—5.20, KEREAMA] (soybean trypsin inhibitor) pI— 
4.55, je RPE Camyloglucosidase) pI 一 3.50。 

RR, BRR RImn Rh, RMR, Wie ea 
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三 .结果 与 讨论 


ACh 受 体 是 一 种 部 人 汾 包 埋 在 细胞 膜 中 的 酬 水 性 精 蛋 白 ,七 十 年 代 , Changeux (1972), 
Potter (1971), Raftery (1972), O' Brien (1972), Karlin (1973), Eldefrawi(1972), 
Lindstrom (1974) Re- SKREE AMEA TARA MAAR ABER, 
并 用 亲 和 层 析 法 成 功 地 得 到 了 高 度 纯化 的 受 体 和 蛋白。 我 们 仍然 采用 这 些 传统 的 方法 从 黑 
斑 双 鱼 电 鳃 的 电器 官 分 离 、 纯 化 ACh 受 体 蛋 身 。 有 关 这 种 电 鳃 的 AChR 的 文章 ， 国 外 未 
见报 导 。 我 国 胡 本 荣 等 人 1981 年 在 动物 学 研究 》 上 报告 他 们 从 这 种 电 鳃 获得 了 含 ACLh 
受 体 的 粗 膜 制剂 和 去 拍 剂 Triton X —100 提取 物 。 我 们 经 亲 和 层 析 纯 化 后 的 爱 体 蛋白 ， 
其 与 眼镜 蛇 神 经 毒素 结合 的 比 活 力 达 到 140 一 12 nmol 结 合 位 点 /mg 和 蛋白 。 国 外 报导 的 纯化 
受 体 蛋白 比 活 依 不 回来 源 有 较 大 帆 度 的 差异 ， 一 般 为 3 一 12 nmol/mg HA (Karlin, 
1980) 。 我 们 得 到 的 受 体 蛋 魏 ， 其 比 活 已 接近 这 个 范围 的 上 限 。 这 种 电 鲈 电器 官 每 克 温 
组 织 所 含 的 毒素 结合 位 点 约 可 达到 3 nmol。 这 比 Potter (1971) 、Rattery (1972) 报导 
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的 某 些 电 欠 (Torpedo californicaf] T, marmorata} 电器 官 的 值 畜 出 一 倍 左右 。 我 们 
MOOK GET) 电器 官 得 到 1.5mg 纯化 受 体 人 蛋白 。 提 纯 过 程 各 步 的 比 活力 和 得 率 一 并 列 
TERI. 
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Fig, 1. SDS-polyacrylamide gel disc electrophoresis 
of receptor protein purified from Narcine electric 
organ, The stained gel was scanned at 565 om.The 
arrows indicate the two major bands and tracking 
dye (bromophenol! blue) front, 
A-side ee BE ACh AEG 55D5-A js ac 
MRA CK, REAM ik KE BEAK 
YR 了 两 个 主要 条 带 及 省 酚 兰 《BEPB)》 MSHA, 
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90, 000 附近 的 条 带 有 可 能 是 亚 基 未 充分 解 离 或 重新 组 合 的 结果 。 这 个 图 谱 与 Karlin 
(1973), Lindstrom 等 《1974》 报 导 的 来 源 于 某 种 电 鳗 的 AChR 的 电泳 图 谱 比 较 相 近 。 
国外 许多 实验 室 报导 的 纯化 受 体 制品 的 电泳 图 谱 名 不 相同 。 这 可 能 与 各 实验 室 所 用 的 方 
法 、 条 件 不 同 有 关 。 但 更 可 能 是 由 于 AChR 的 种 属 来 源 不 同 。 不 同 来 源 的 受 体 ， 它 们 的 
亚 基 组 成 可 能 不 同 。 多 肽 亚 基 的 数目 从 一 至 四 各 有 报导 。 其 中 缘 含 有 一 种 分 子 量 在 40,000 
左右 的 多 肽 亚 基 ， 它 往往 占有 较 大 的 克 分 子 比 例 ， 并 被 验证 可 能 是 ACh 结合 位 点 所 在 
者 。 我 们 提纯 的 ACh 受 体 , 条 带 染色 最 深 的 是 分 子 量 为 38, 000 的 亚 基 。 可 能 相当 于 那个 
40, 000 亚 基 。 在 多 个 电泳 条 带 中 ， 当 然 也 不 能 排除 可 能 存在 某 些 与 受 体 结 合 得 较 紧 密 的 
其 它 功 能 的 多 肽 链 ， 在 亲 和 纯 化 时 与 受 体 一 起 吸附 在 柱 上 。 这 些 都 有 待 进一步 探讨 。 
4Ch 受 体 与 [5 门 服 镜 蛇 神 经 毒素 的 复合 物 用 凝 胶 过 渤 法 测 其 表 观 分 子 量 约 390,000。 
见 图 二 。 由 于 洗 脱 液 含 1 % TritonX 一 100， 芯 水 性 受 体 蛋 帕 与 一 定量 去 拍 剂 结合 ， 去 
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Fig, 2. Determination of the apparent molecular weight 


of'i*I-cobrotoxin-receptor complex by Sepharose 6B gel 
filtration, 
图 二 Sepharose 6 B dE Jc s RAMA] AE spi 18 d$ dg 
V.—V 
令 物 的 分 Kd 0 
物 的 分 子 量 。 图 中 VV: 


垢 剂 在 表现 分 子 量 中 显然 占有 一 定 比例 ,这 一 直 是 这 项 工作 中 的 困难 问题 ,一 些 作者 推测 
为 10 一 20%。 这 样 , 受 体 一 一 眼镜 蛇 神 经 毒素 复合 物 的 分 子 景 可 能 在 330, 000 上 上 下。 不 同 
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来 源 的 受 体 ， 用 沉降 平衡 或 密度 梯度 离心 等 方法 测 分 子 量 ， 各 实验 室 报 导 的 数值 不 尽 相 
同 。 有 单 体 (monomer) 分 子 量 250, 000, — 3 fk (dimer) 分 子 量 500, 000 的 ， 也 有 330, 000 
Al660, 000 的 。 我 们 的 层 析 谱 上 只 有 这 一 个 毒素 结合 峰 。 受 体 一 [!2I] 眼镜 蛇 神 经 毒素 复 
7r 9o in Sy 8 EUR GE RRR PELA ECCE PEL 295.6—5.7,. RUE, ixIb db fE 
者 所 报告 的 值 略 高 一 点 ， 但 他 们 测 的 是 受 体 与 银 环 蛇 o -神经 毒素 (o -Bungarotoxin) 
结合 的 复合 物 。 

我 们 提纯 的 受 体 蛋白 溶液 ， 在 0.1% Triton X —100 存在 下 ， 作 超 离 心 分 析 。 有 两 个 
峰 ， 一 个 峰 的 沉降 系数 为 9S， 另 一 个 峰 为 1.4S 。 根 据 Aharonoy (1977) 的 分 HF, 
1.4S 是 Triton 形成 的 微 团 Cmicelle} 。9 S 则 相当 于 受 体 单 体 的 沉降 系数 。 这 个 值 与 多 
数 作 者 报导 的 相 一 致 。 但 从 照片 上 夏 不 出 某 些 实验 室 报告 的 135 峰 ， 它 相当 于 受 体 的 二 
X. 
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Fig, 3, Isoelectric focusing of!*]-cobrotoxin-receptor 


complex, 


图 三 ZCN RAWHBEELSHHF SRA, 


AKT MBM MH (Narcine maculata) 电器 官 ACh 受 体 的 分 子 结 构 及 其 与 各 种 村 
体 ( 如 眼镜 蛇 神 经 毒素 、d - 简 箭 毒 、 十 甲 了 给、 六 甲 第 、 氮 甲 酰 胆 碱 等 ) 结合 的 动力 学 
行为 ， 我 们 正在 继续 做 进一步 的 实验 工作 。 但 是 这 样 得 到 的 受 体 ， 经 非 离 子 去 垢 麟 
Triton X —100 增 深 《95olubilization) 、 亲 和 层 析 纯化 ， 在 结构 和 亚 基 组 成 上 很 可 能 与 它 
在 原来 磷脂 双 分 子 层 中 的 天 然 状 态 不 同 。 政 水 性 的 受 体 蛋白 天 然 状 态 下 是 与 其 周围 的 克 
脂 相互 作用 的 。 经 Triton 提取 后 ， 与 受 体 疏 水 部 份 相 结 合 的 玉 脂 被 一 层 去 垢 剂 分 子 所 取 
代 。 亲 和 和 纯化 过 程 也 包含 较 剧 烈 的 分 子 相互 作用 。 这 些 不 可 能 不 影响 到 受 体 蛋 白 分 子 的 
构象 甚至 结构 组 成 。LChangeux 等 (1977) 把 纯化 的 ACh 受 体 蛋白 挫 入 人 工 脂 膜 中 ， 重 
组 (reconstitution》 后 的 膜 结合 受 体 表现 了 一 定 的 离子 通 透 性 调节 功能 。 但 是 Epstein 
(1978) 等 用 高 纯度 受 体 膜 制剂 来 进行 重组 实验 更 为 成 功 。 所 以 高 比 活 受 体 膜 碎片 的 制 
备 及 其 人 性质 研究 是 很 有 意义 的 。 我 们 也 有 兴趣 用 黑 班 双 鳍 电 钱 的 ACh 受 体 富 集 腊 碎片 做 
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这 方面 的 二 作 。 并 设想 把 两 种 方法 得 到 的 受 体 蛋白 作 结构 、 EREB UE ERI WR 
结构 与 功能 的 关系 。 
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PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF 
ACETYLCHOLINE RECEPTOR FROM 
NARCINE MACULATA ELECTROPLAX 


Chen Lijun Shen Guoguang 


(Shanghai Institute of Physiology, Academia Sinica, Shanghai) 


The specimens of Narcine maculata were obtained from South Sea of 
China, The electroplax was dissected out, frozen in dry ice and storcd at 
- 49°C, The frozen tissue was sliced into small pieces and homogenized. After 
centrifugation, the crude membrane preparation was solubilized by adding Triton 
X—100 to a final concentration of 1 9$, The Triton extract was subjected to 
affinity chromatography on cobrotoxin-Sepharose 4B and eluted with hexameth- 
onium bromide (or carbamylcholine chloride), The purified acetylcholine receptor 
protein was concentrated by ultrafiltration on Diaflo PM 30.Cobrotoxin, isolated 
and purified from Naja naja atra, was used for the assay of acetylcholine 
receptor activity and also used as the ligand of affinity chromatography, 

Narcine maculata electroplax contained about 3 nmol cobrotoxin binding sites 
per gram wet weight, The specific activity of the purified preparation ranged 
from 10—12 nmol of (1281) cobrotoxin bound per mg of protein, Then it was 
analyzed by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and shown to contain iwo 
major polypeptides with apparent molecular weights of 38000 and 53000 respcc- 
tively, and two minor light-stained bands with apparent molecular weights of 
46000 and 35000.The Sepharose 6B gel filtration of the [!*51]-cobrotoxin-acet- 
ylcholine receptor complex in the presence of 1% Triton X—100 gave a single 
peak corresponding to molecular weight 390000, The analytical ultracentrifuga- 
tion analysis of 0.1% Triton X—100 solution of the purified acetylcholine 
receptor showed a single peak with a sedimentation coefficient of 9S, The isoel- 


ectric point of the purified acetylcholine receptor is pH 5.6—5,7, 
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